随着化疗强度增大，移植技术完善，单抗、双抗靶向治疗及CAR-T技术的普及，成人急性B淋巴细胞白血病（B-ALL）的治疗取得了很大进展，对高危及低危患者的甄别从而分层治疗更加重要。近年来国外研究指出成人B-ALL的预后差，复发与细胞因子受体样因子2（cytokine receptor-like factor 2，CRLF2）密切相关。CRLF2属于Ⅰ型细胞因子亚单位结构，也被称为胸腺基质淋巴细胞生成素受体（thymic stromal lymphopoetin receptor，TSLPR），在正常B淋巴细胞中起着促进增殖和发育的作用。相关文献指出CRLF2高表达与B-ALL的不良预后相关[@b1]--[@b6]。国内偶见应用PCR特异性扩增CRLF2基因外显子检测CRLF2基因的报道，本研究中我们应用流式细胞术CD45/SSC设门检测B-ALL患者白血病细胞CRLF2蛋白表达水平，进一步探讨CRLF2的表达高低与患者的一般临床特点、疗效及预后的关系。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以我院血液科2016年4月1日至2017年12月31日收治的103例初治成人非Ph阳性B-ALL（非Ph样及Burkitt淋巴瘤）患者为研究对象，ALL诊断采用MICM模式，分型标准采用WHO 2016标准，并参考《欧洲白血病免疫学分型协作组（EGIL）分型标准（1998）》，预后分组及疗效评价参考文献[@b7]。将CRLF2表达率≥20%定义为高表达，\<20%定义为低表达。CRLF2高表达组患者21例，男12例，女9例；低表达组患者82例，男42例，女40例，两组在性别分布方面差异无统计学意义（*χ*^2^=0.235，*P*=0.628）。1例患者因肺部感染早期死亡无法评价疗效，余102例可进行诱导疗效评估，其中8例未达完全缓解（CR）。3例失访，余99例患者可进行远期疗效评估，所有患者于入组前均签署知情同意书。

2．实验试剂及仪器：光学显微镜为日本Olympus公司产品；低速离心机为北京雷勃尔医疗器械有限公司产品；perCP标记鼠抗CD45单抗、PE标记鼠抗人CRLF2单抗、PE标记鼠IgG1单抗、FACSCalibur型流式细胞仪、Cellquest流式细胞分析软件均为美国BD公司产品；1×溶血素、磷酸盐缓冲液购自迈新生物技术开发有限公司；漩涡振荡器为其林贝尔仪器制造有限公司产品。

3．流式细胞术检测：治疗前留取骨髓液3\~5ml，肝素抗凝，常规分离单个核细胞，用磷酸盐缓冲液调整原始细胞密度为（1\~5）×10^7^/ml；取两根流式管分别标记为IgG1同型对照管和CRLF2试验管，各加入骨髓抗凝液100 µl；漩涡振荡器振荡5 s，IgG1同型对照管、CRLF2试验管加入perCP标记的CD45抗体5 µl，各加入PE标记的IgG1、CRLF2抗体5 µl；振荡混匀，于室温（18\~25 °C）避光孵育30 min；两管分别加入1×溶血素2 ml，于室温下静置避光10 min；1 500 r/min离心5 min，弃上清；两管各加入磷酸盐缓冲液2 ml，振荡混匀；1 500 r/min离心5 min后弃上清，重复2次；各加入500 µl磷酸盐缓冲液重悬细胞，振荡混匀后利用BD FACSCalibur流式细胞仪进行荧光检测。Cellquest软件获取50 000个细胞后进行检测、分析、画图、计算CRLF2表达率。通过CD45/SSC设门识别骨髓淋系原始细胞群，检测该细胞群CRLF2表达率，IgG1作为同型阴性对照，CRLF2表达率为高于同型对照最强荧光值的细胞百分比；同样方法检测CD20、CD13、CD33、CD34、CD56表达。

4．随访：总生存（OS）时间定义为确诊至患者死亡或末次随访的时间；无病生存（DFS）时间定义为从CR至复发或死亡或末次随访的时间。随访截止时间为2018年4月1日，通过查阅病历以及电话随访，随访过程中3例患者失访，失访率为2.91%，中位随访时间为14.5（2.0\~27.0）个月。早期死亡定义为生存期≤4周。

5．统计学处理：应用SPSS 21.0软件进行统计学分析。非对称分布资料用中位数（范围）表示；两独立样本比较采用*t*检验、Wilcoxon秩和检验；分类样本资料采用*χ*^2^检验；单因素分析采用Kaplan-Meier法，多因素分析采用Cox回归模型。检验均为双侧，显著性检验水准为0.05，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床特征分析：CRLF2高表达21例，低表达82例，两组患者在年龄、性别、初诊时WBC、HGB、PLT、白血病原始细胞比例、CD20等免疫标志表达、髓外侵犯、复杂核型及E2A-PBX1、TEL-AML1、TET2、NARS、NOTCH-1、MLL-t阳性率等方面的差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。CRLF2高表达组IKZF1突变阳性5例，阴性16例；CRLF2低表达组IKZF1突变阳性7例，阴性75例，差异有统计学意义（*P*\<0.05）。CRLF2高表达组JAK2突变阳性10例，阴性11例；CRLF2低表达组JAK2突变阳性6例，阴性76例，差异有统计学意义（*P*\<0.05），详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### CRLF2高表达组与CRLF2低表达组临床特征比较

  临床特征                             CRLF2高表达(21例)     CRLF2低表达(82例)    *χ*^2^或*t*值    *P*值
  ---------------------------------- --------------------- --------------------- --------------- ----------
  年龄［岁，*M*（范围）］                 30(15～70)           29.5(14～85)           0.117       0.896^a^
  性别（例，男/女）                          12/9                  42/40              0.235        0.628
  WBC［×10^9^/L，*M*（范围）］         65.9(1.1～566.5)      18.2(0.7～515.8)         3.781       0.060^a^
  HGB［g/L, *M*（范围）］                 78(40～161)          83.5(20～176)          0.689       0.429^a^
  PLT［×10^9^/L，*M*（范围）］            53(11～274)           53(10～459)           0.082       0.960^a^
  髓外侵犯［阳性例数/检测例数(%)］        4/19(21.0)            9/82(11.0)            0.415       0.532^b^
  复杂核型［例(%)］                         3(14.3)              15(18.3)             0.643       0.451^b^
  骨髓原始细胞［*M*（范围）］         0.884(0.300～0.987)   0.860(0.070～0.990)       0.061       0.978^a^
  免疫表型［例(%)］                                                                              
   CD20^＋^                                 6(28.6)              33(40.2)             0.968        0.325
   CD56^＋^                                 6(28.6)              29(35.4)             0.344        0.558
   CD33^＋^                                 8(38.1)              33(40.2)             0.032        0.858
   CD13^＋^                                 8(38.1)              37(45.1)             0.336        0.562
   CD34^＋^                                13(61.9)              51(62.2)             0.001        0.980
  基因改变［例(%)］                                                                              
   E2A-PBX1^+^                              2(9.5)                3(3.7)              0.299       0.584^b^
   IKZF1缺失                                5(23.8)               7(8.5)              4.678       0.034^b^
   TEL-AML1^+^                              2(9.5)                4(4.9)              0.083       0.773^b^
   JAK2重排                                10(47.6)               6(7.3)              10.71       0.019^b^
   TET2 ^+^                                 2(9.5)                4(4.9)              0.083       0.773^b^
   NARS ^+^                                 1(4.8)                2(2.4)              0.000       1.000^b^
   NOTCH-1^+^                               2(9.5)                1(1.2)              1.669       0.196^b^
   MLL-t^+^                                 4(19.1)               7(8.5)              0.991       0.319^b^
  后续行造血干细胞移植［例(%)］             3(14.3)              17(20.7)             0.128       0.721^b^

注：^a^两独立样本的*t*检验；^b^校正的*χ*^2^检验；余为*χ*^2^检验。本研究IKZF1突变只涉及IKaros 6缺失

2．疗效与预后：CRLF2高表达组患者CRLF2中位表达率为56.80%（22.90%\~100.00%）；CRLF2低表达组患者中位表达率为9.96%（0.29%\~19.80%），差异有统计学意义（*t*=24.076, *P*=0.000）。CRLF2高表达组完成1\~2个疗程诱导治疗21例，16例CR，CR率为76.2%，10例随访中复发（6例骨髓复发，4例中枢神经系统复发），复发率为62.5%（10/16）；CRLF2低表达组完成1\~2个疗程诱导治疗81例（1例早期死亡），74例CR，CR率为91.4%，26例随访中复发，复发率为35.1%（26/74），两组在CR率方面差异无统计学意义（*P*\>0.05），在复发率方面差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。CRLF2高表达组高危20例，CRLF2低表达组高危72例，差异无统计学意义（*P*\>0.05）。高危组ALL中CRLF2高表达患者比例为21.7%，标危组ALL中CRLF2高表达患者比例为10.0%，差异无统计学意义（*P*\>0.05）。两组在中位OS时间、中位DFS时间、18个月OS率、18个月DFS率方面，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### CRLF2高表达与低表达组疗效和预后比较

  疗效及预后                     CRLF2高表达(21例)   CRLF2低表达(81例)   *χ*^2^或*t*值    *P*值
  ----------------------------- ------------------- ------------------- --------------- ----------
  1～2个疗程获CR［例(%)］            16(76.2)            74(91.4)            1.855       0.173^a^
  复发/未复发（例）                    10/6                26/48             4.105        0.043
  危险度分层（例，高危/标危）          20/1                72/9              0.212       0.645^a^
  中位OS时间（月）                9.0(5.0～24.0)      15.5(2.0～27.0)       16.870       0.007^b^
  中位DFS时间（月）               4.2(1.0～12.0)      10.2(1.0～26.0)       26.640       0.000^b^
  18个月OS率(%)                        38.6                57.8              3.421        0.047
  18个月DFS率(%)                       25.1                42.3              8.601        0.016

注：^a^校正的*χ*^2^检验；^b^两独立样本的*t*检验；余为*χ*^2^检验。CR：完全缓解；OS：总生存；DFS：无病生存

3．预后单因素分析：纳入性别、年龄、初诊WBC、HGB、PLT、CD56、CD20、IKZF1、JAK2、髓外侵犯、复杂核型、CRLF2表达、是否后续行造血干细胞移植（HSCT）等因素进行预后的单因素分析，结果显示：除高WBC、CD56阳性、CD20阳性、IKZF1缺失、髓外侵犯、后续行HSCT外，CRLF2高表达是影响初治成人B-ALL患者OS（*χ*^2^=24.741，*P*=0.001）与DFS（*χ*^2^=41.650，*P*=0.000）的不良预后因素（[图1](#figure1){ref-type="fig"}，[表3](#t03){ref-type="table"}）。

![CRLF2对成人急性B淋巴细胞白血病患者总生存（A）和无病生存（B）的影响](cjh-39-10-822-g001){#figure1}

###### 影响成人急性B淋巴细胞白血病患者总生存（OS）和无病生存（DFS）的单因素分析

  影响因素                OS         DFS                                                           
  ---------------------- ---- ------------------ -------- ------- ---- ------------------ -------- -------
  CRLF2的表达                                     24.741   0.001                           41.653   0.000
   高表达                 20   10.0(6.9～13.0)                     19    5.0(3.9～6.0)             
   低表达                 79   28.0(19.5～36.5)                    72   17.0(13.7～20.6)           
  WBC(×10^9^/L)                                   7.671    0.006                           31.950   0.001
   \<100                  81   28.0(17.5～22.5)                    76   22.8(16.8～22.5)           
   ≥100                   18   12.0(2.7～21.3)                     15    6.00(2.7～9.3)            
  髓外侵犯                                        2.534    0.024                           4.631    0.031
   有                     13   15.0(8.4～21.6)                     12   10.0(0.0～23.8)            
   无                     86   28.0(18.7～37.3)                    79   18.0(15.4～20.8)           
  危险度分层                                      8.297    0.004                           4.817    0.031
   标危                   18   26.0(18.1～29.9)                    15   20.0(14.1～25.9)           
   高危                   81   20.0(14.6～25.4)                    76   15.0(13.3～16.7)           
  后续行造血干细胞移植                            4.930    0.026                           4.907    0.027
   是                     19   30.0(18.4～37.6)                    18   17.0(14.5～19.6)           
   否                     80   22.0(17.1～26.9)                    73   15.0(13.8～16.2)           

4．预后多因素分析：99例进行单因素分析的B-ALL中，8例未达CR，余91例进行Cox回归分析。将包括CRLF2在内的多种预后相关因素（发病时WBC、CD56、CD20、IKZF1、髓外侵犯、HSCT、CRLF2高表达）纳入影响患者OS、DFS的Cox回归模型分析，结果显示：CRLF2高表达是影响患者OS（*HR*=2.991，95%*CI* 1.429\~6.261，*P*=0.004）和DFS（*HR*=2.374，95%*CI* 1.146\~4.960，*P*=0.041）的独立危险因素。

讨论 {#s3}
====

CRLF2属于Ⅰ型细胞因子亚单位，也被称为TSLPR，促进B淋巴细胞增殖和发育。CRLF2与IL-7Rα亚单位结合形成一个异源二聚体，与胸腺基质淋巴细胞生成素（TSLP）高亲和力结合，介导CRLF2/TSLP信号传导[@b3]--[@b6]。Russell等[@b8]于2009年首次提出CRLF2基因发生突变或者重排导致CRLF2高表达，从而导致其介导的CRLF2/TSLP信号通路的激活，诱导B-ALL的发生。Izraeli等[@b9]通过PCR法证实了CRLF2基因在成人B-ALL的发病中起着重要的诱导作用。Francis等[@b10]通过动物实验指出CRLF2通过激活JAK/STAT和PI3K信号通路诱导高危ALL的发生。

CRLF2检测最为普遍的方法是PCR，但是该方法检测费用昂贵、花费时间较长，而流式细胞术是一种便捷、灵活、可重复性的检测方法，已经用于血液系统相关疾病的检测多年，具有检测费用低、花费时间短的优点。国外研究表明流式细胞术和PCR检测ALL微小残留病一致率在90%以上[@b11]--[@b14]。但在CRLF2相关分析中，两种方法的对比尚无研究涉及。

截至目前已有大量国外文献指出CRLF2在儿童B-ALL中提示预后不良[@b15]--[@b18]。关于CRLF2高表达在成人B-ALL中的预后意义仍缺乏大系列的临床研究。国内顾岩等[@b19]通过PCR特异性扩增CRLF2外显子的方法检测129例初治ALL（B-ALL 95例、T-ALL 33例、B/T混合型1例），指出其与不良预后相关。截至目前，CRLF2与成人B-ALL患者髓外侵犯、复杂核型、E2A-PBX1、MLL-t等基因改变方面的相关性尚无文献报道，本实验将其纳入CRLF2相关性分析，结果显示CRLF2高表达与低表达组患者之间，在髓外侵犯、复杂核型、E2A-PBX1、TEL-AML1等基因改变方面，差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

B-ALL中，CRLF2的高表达常伴JAK系列突变。国外学者研究指出50%的Ph样ALL患者存在CRLF2高表达，大约50%的CRLF2高表达ALL患者存在JAK系列突变，而80%JAK系列突变的ALL患者存在CRLF2高表达[@b8],[@b16],[@b20]。Mullighan等[@b21]发现在高危儿童ALL中，染色体Xp22.3/Yp11.3上的假常染色体区域存在局灶性DNA拷贝数目的改变，这些改变导致Janus激酶变异，引起JAK突变的发生。Hertzberg等[@b22]报道在19%的唐氏综合征相关ALL（DS-ALL）患者中存在JAK突变，并且存在JAK突变的ALL患者都具有CRLF2高表达，且CRLF2的高表达均伴有JAK/STAT和PI3K/mTOR信号通路的活化。体外动物实验研究显示，IL-3依赖性小鼠Ba/F3细胞可产生TSLP，使小鼠细胞在无IL-3的环境中存活，继而转导CRLF2、JAK等基因表达[@b23]。本研究结果显示47.62%伴CRLF2高表达的成人B-ALL患者存在JAK2突变，而关于CRLF2与JAK1、JAK3基因突变的相关性尚需要大样本的临床研究证实。

CRLF2高表达的B-ALL患者常伴有IKZF1突变，与不良预后相关。Ge等[@b24]通过PCR检测100例初治非染色体重排伴CRLF2高表达的ALL患者，发现与无IKZF1缺失的ALL相比，IKZF1缺失的B-ALL具有较高的CRLF2表达且与不良预后相关。Tasian等[@b25]指出CRLF2基因过表达在成人和儿童高危ALL中常见，且常伴有IKZF1的表达缺失。Jain等[@b26]报道了4例CRLF2高表达（表达率90%以上）Ph阳性ALL患者，发现其中3例患者伴有IKZF1缺失。本研究中5例（23.81%）伴CRLF2高表达的B-ALL患者存在IKZF1突变，其中3例中枢复发、2例骨髓复发，与国际上的相关报道相一致。

本研究结果显示，B-ALL合并CRLF2高表达的患者后期复发率更高；成人B-ALL合并CRLF2低表达患者的OS、DFS期明显长于CRLF2高表达患者（*P*\<0.05）。在OS率、DFS率方面，CRLF2高表达患者18个月OS率为38.6%，18个月DFS率为25.1%，明显低于CRLF2低表达患者（57.8%、42.3%），且差异有统计学意义（*P*\<0.05）。

本研究纳入CRLF2进行预后因素分析，多因素分析结果显示CRLF2高表达是影响患者OS与DFS的独立危险因素。CRLF2高表达的成人B-ALL患者复发率高、预后差，因此我们建议对于初治成人B-ALL合并CRLF2高表达的患者，经过1\~2个疗程的诱导缓解治疗达CR后，应该尽早行HSCT。CRLF2与成人B-ALL患者预后密切相关，采用流式细胞术检测CRLF2蛋白的表达切实可行且费用低、花费时间短，建议将CRLF2的检测纳入初诊成人B-ALL患者的常规检测项目中，并作为成人初治B-ALL患者危险度分层的参考指标。
